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          Abstract 
    Sound vibration is sensed by hair cells in the inner ear. The information is transmitted to the cochlear nucleus in the 
brainstem via spiral ganglion neurons. The information is further transmitted to higher relaying centers in the brain such 
as superior olivary complex and inferior colliculus. The connectivity between these components is topographically 
organized in a frequency-specific manner. It is known that the organization is well-established from the beginning of the 
circuit development. However, little is still known about the molecular mechanisms underlying the development of 
connectivity in the auditory circuit. Homeobox transcription factors of the Hox gene family are known for their 
involvement in early anterior-posterior axis patterning of neuronal progenitors in the hindbrain. Recent evidence 
indicates that they also play important roles in late aspects of neuronal development and establishment of topographic 
circuitry. Moreover, a mutation in the HOXA2 gene has been recently shown to be responsible for hearing deficits in 
humans. By means of spatiotemporally controlled Hoxa2 and Hoxb2 conditional mutations in the mouse we analyzed the 
involvement of these factors in auditory circuit development and connectivity. 
聴覚回路とトノトピー
 聴覚は、音（空気の振動）が外耳道を通り、鼓膜
を振動させることにより始まる（図１）。鼓膜の振動
は、耳小骨と呼ばれるつち骨、きぬた骨、あぶみ骨
の３つの小骨により、増幅される。あぶみ骨は、蝸
牛管に接しているため、蝸牛管の中を満たすリンパ
液に振動が伝わり、蝸牛管内の基底膜を振動させる。
この振動により基底膜上に存在するコルチ器内の聴
細胞が興奮し、音情報が受容される。
      図１ 聴覚回路
この過程で興味深いことの一つは、基底膜自体の
構造と音自体の物理的な性質によって、高周波数の
音（いわゆる高い音）ほど蝸牛管内のより基底側（入
り口側）、低周波数の音（いわゆる低い音）ほど頂側
（先端側）の、基底膜を振動させてその領域の聴細
胞を刺激するという点である（Rubel and Fritzsch, 
2002; Cant and Benson, 2003）。つまり、この時点で
音の周波数情報は蝸牛管の頂-基底軸上の位置情報
に翻訳されることになる。聴細胞の興奮は内耳神経
によって後脳の蝸牛神経核へと伝えられ、その後さ
まざまな回路を経た後に、最終的に大脳へ伝えられ
るのであるが、この回路全体を通して、周波数に基
づいた位置関係は維持したまま神経回路が形成され
ているのである（図 2）。これがトノトピーと呼ばれ
る構造である。
   
図２ トノトピー
これまでの報告によると、マウスの出生時には、
既にほぼ正確なトノトピー構造が形成されている事
が分かっている。そのため、音が聞こえるようにな
ってから神経回路をチューニングするような神経活
動依存的な refinement よりも、発生段階における分
子的なコントロールがトノトピーの形成には重要だ
と考えられている。しかし、このトノトピーが形成
される分子メカニズムについては、ほとんど解明さ
れていない。
Hox 遺伝子と神経回路形成
Hox 遺伝子群は、ホメオボックスを持つ転写調節因
子のグループである。胚発生の初期に体軸に沿って
順番に発現し、前後軸のパターニングに重要な働き
をしていることが、さまざまな生物の研究結果から
示されている。脊椎動物の未分化な神経組織におい
ても前後軸パターニングを司る因子として知られて
いる（Narita and Rijli, 2009 およびその参考文献参照）。
脊椎動物の後脳領域は、その発生初期にロンボメア
と呼ばれる分節構造を形成する。それらの境界を発
現の前端として、Hox 遺伝子が様々なパターンで発
現しており、各ロンボメアが異なる Hox 遺伝子の発
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 図３ 後脳ロンボメアでの Hox 遺伝子発現
現レパートリーを持つことになる（図 3）。このよう
な Hox 遺伝子の発現が各ロンボメアから発生する神
経のアイデンティティ決定に重要である事が知られ
ている。例えば、Hoxb1 は r4 でのみ発現しており、
この発現が r4 から顔面神経が形成される上で重要な
役割を果たしているのである（Gavalas et al., 2003; 
Maconochie et al., 1997）。さらに近年になって、一部
の Hox 遺伝子が、より後期の発生ステージでも分化
後の神経細胞において発現されており、そのような
Hox 発現が神経細胞の移動や神経投射のコントロー
ルに重要である事が報告されている（Dasen, et al. 
2005; Geisen et al. 2008; Oury, et al., 2006）。さらに最
近になって、ヒトの HOXA2 突然変異が、聴覚機能
に異常をもたらすことも報告された（Alasti et al.
2008）。そこで、本研究においては聴覚回路形成に
Hox 遺伝子群が関与している可能性に着目し、Hox
遺伝子群の発現解析および機能解析を試みた。
聴覚回路形成における Hox 遺伝子の発現と機能
聴覚回路形成、特にトノトピーの形成における
Hox 遺伝子群の役割を解析する目的で、in situ ハイブ
リダイゼーション法による、Hox 遺伝子群の発現解
析を行った。その結果、２種類の Hox 遺伝子、Hoxa2
および Hoxb2 が E13.5 日胚以降の蝸牛神経核におい
て、強く発現している事が明らかになった。さらに、
その発現は、少なくとも出生まで続くことも明らか
になった（Narita and Rijli, 2009）。この発現パターン
は、Hoxa2 および Hoxb2 が聴覚回路形成において何
らかの役割を果たしている可能性を示唆するもので
ある。そこで、これらの Hox 遺伝子の聴覚回路形成
における機能を解析する目的で、蝸牛神経核特異的
に Hoxa2 および Hoxb2 をノックアウトしたコンディ
ショナル二重変異マウス（以下 Hoxa2/Hoxb2 cKO）
を作出して、解析を行った。
 まず、Hoxa2/Hoxb2 cKOの神経投射に異常が生じて
いないか、解剖学的な解析を行うために内耳神経の
トレーシングを行った。E18.5日胚を用い、一つの蝸
牛管の両端（頂側および基底側）をそれぞれ異なる
色素で標識する予備実験を行ったところ、内耳神経
の投射先である蝸牛神経核に、それぞれの標識領域
に対応する２色の標識を確認する事ができた。観察
を進めると、ほぼ全ての対照群マウスにおいて２色
の投射領域が重なりあわずに存在した（重なりは18
例中2例、11%）のに対して、Hoxa2/Hoxb2 cKOにお
いては高確率で投射領域の一部に重なりが観察され
た（重なりは16例中15例、94%）。この結果は、
Hoxa2/Hoxb2 cKOがおおまかにはトノトピー構造を
形成してはいるものの、その精度が不正確になって
いることを示唆するものである。そこで、この点に
ついてより詳細に解析するため、トノトピーの正確
さを解析する事ができる定量的な標識法を開発した
（未発表）。ラベルされた内耳神経が投射する蝸牛
神経核領域の相対サイズを、蝸牛管でのトレーサー
の拡散の度合いとの割合で定量しようというアイデ
アである。野生型マウスの試料を用いて試験的に解
析を行い、うまく定量解析できることを示すことが
できたため、この方法を用いてHoxa2/Hoxb2 cKOのト
ノトピー構造について詳細に解析を行った。その結
果、頂側、基底側のいずれを標識した場合にも、内
耳神経から蝸牛神経核への投射領域がHoxa2/Hoxb2
cKOにおいて有意に広くなってしまっていることを
示す事ができた。
 次に、Hoxa2/Hoxb2 cKOの神経標識実験において見
出された解剖学的な変化により、神経活性レベルで
どのような変化がみられるのかについて解析を行っ
た。静穏な環境下においた２ヶ月齢のマウスに、8kHz
または15kHzの音刺激を与えた後、蝸牛神経核の凍結
切片を作成した。各周波数の音刺激によって活性化
された蝸牛神経核の領域（周波数バンド）を可視化
するため、cFos抗体による免疫染色を行った。その
結果、Hoxa2/Hoxb2 cKOマウスにおいて8kHz、15kHz
それぞれに相当する周波数バンドが対照群のものと
比較して有意に太くなっている様子が確認できた。
また、8kHzと15kHの2つの音刺激を与えた場合に、
対象群マウスでは2本の周波数バンドがっきり確認
できるのに対して、Hoxa2/Hoxb2 cKOマウスでは、そ
れらの境界が不明瞭になるという表現形が観察され
た。これらの結果からHoxa2およびHoxb2がトノトビ
ーの形成、特にその正確さを作り出すことに重要な
役割を果たしていることが明らかになった。
今後の展望と応用
これまでの結果からHoxa2およびHoxb2が内耳神
経と蝸牛神経核の間のトノトビーの形成において重
要な因子である事が明らかになった。しかし、前述
の通り、Hoxは転写調節因子であるため、これらの遺
伝子が神経細胞に直接働きかけている訳ではなく、
別の下流遺伝子の発現に影響を与えることにより、
トノトピーの形成に寄与していると考えられる。そ
のため、蝸牛神経核においてHoxa2およびHoxb2の下
流で働き、実際にトノトピーの正確性の調整に寄与
しているような因子を探索し、トノトピー形成の分
子メカニズムを解明するための実験を現在遂行中で
ある。
最後に、本研究によって得られる聴覚回路形成の
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分子メカニズムについての知見が再生医療に寄与で
きる可能性についても触れておきたい。聴覚回路の
異常により聴覚障害をもつ「感音性難聴」に対して、
現在は主に人工内耳を用いた治療が行なわれている。
しかし内耳だけでなく内耳神経レベルでも障害が起
きているケースには人工内耳が有効ではなく、治療
が実質不可能な患者も数多く残されている。近年に
なって、マウスES細胞からin vivoでも内耳神経を再
生できるようになった（Reyes et al., 2008）。再生医療
に向けての重要な次のステップは、再生された内耳
神経を脳内の蝸牛神経核へ正しく投射させること、
特にトノトピーを形成して接続させるノウハウを確
立することである。トノトピーの形成は発生期の分
子メカニズムに強く依存しているため、本研究で得
られる情報は、再生された内耳神経から正確な回路
を再生する際にも重要な知見となるものと考えられ
る。
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